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研究成果の概要（和文）：アスリートの遺伝子ドーピングを検出する方法を確立するためには、
まず実験動物を使って、アスリートの遺伝子ドーピングを再現できるモデル実験系を確立する
ことが必須である。そこでマウスを対象動物として、shRNA を使ったミオスタチン遺伝子の
ノックダウンを試み、遺伝子ドーピング検出研究を行う基盤となるモデル実験系を確立した。
さらにそのモデル実験系を使って血液や筋サンプルからの検出を試み、一部導入遺伝子の検出
に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the feasibility of developing a method for detecion of 
gene doping in power-athletes, we devised an experimental model system. Myostatin is a 
potent negative regulator of skeletal muscle development and growth, and myostatin- 
knockout mice exhibit a double-muscle phenotype. To achieve knockdown, we constructed 
plasmids expressing short hairpin interfering RNAs (shRNAs) against myostatin. These 
shRNAs were transfected into C2C12 cultured cells or injected into the tibialis anterior 
(TA) muscle of adult mice. By performing in vitro and in vivo experiments, we found that 
some shRNAs effectively reduced the expression of myostatin, and that the TA muscle 
showed hypertrophy of up to 27.9%. Then, using real- time PCR, we tried to detect the 
shRNA plasmid in the serum or muscles of mice into which it had been injected. Although 
we were unable to detect the plasmid in serum samples, it was detectable in the treated 
muscle at least four weeks after induction. We were also able to detect the plasmid in 
muscle in the vicinity of the TA. This gene doping model system will be useful for further 
studies aimed at doping control. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ドーピングはスポーツの価値を否定し、競
技者の健康を害し、フェアプレーの精神に反
する反社会的行為である。申請者は競技アス
リートの間で蔓延しつつある薬剤ドーピン
グあるいは遺伝子ドーピングを素早く、しか
も簡単に検出するための技術およびデバイ
スを開発することを最終目標としており、本
研究はその中核となる検出機構を創成する
ための基盤研究である。研究のヒントは、研
究代表者が平成 19〜20 年度に獲得した基盤
研究Ｂ：課題番号 19300219「サルコペニア
の進行を運動負荷が抑制するメカニズムの
解明」を進めていた際、運動負荷に応じて多
種多様な遺伝子が経時的に様々な形で変化
することを観察したことによっている。この
技術が実用化されれば、競技アスリートの薬
剤ドーピングあるいは遺伝子ドーピングの
検出の他、エリートアスリートのタレント発
掘やガンの早期発見などにも応用可能であ
り、スポーツ生理学発信の研究成果を広く国
民に還元できるものと期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 
 「アスリートから遺伝子ドーピングを検出
する」ための第一歩として、我々が遺伝子ド
ーピングを検出する手段を開発するための
モデル実験系を確立し、さらにそのモデル実
験系を使ってドーピング遺伝子として導入
したプラスミドを RealTime PCR 法により
検定することが可能かどうかを検証するこ
とが目的である。 
 
３．研究の方法 
 
 遺伝子ドーピングを検出するためには、遺
伝子ドーピングによってその効果が明らか
なモデル実験系が必要であり、パワー系アス
リートの基本である骨格筋量に着目し、これ
を増加する作用を持つ遺伝子ドーピングモ
デルの作成を試みた。ミオスタチンは骨格筋
の過剰な成長を制限しているネガティブレ
ギュレーターとして知られているタンパク
質であり、これが壊れてしまった突然変異体
（ヒト、ウシ、イヌなどで知られている）で
は全身の骨格筋量が倍加している。ミオスタ
チンがどのように肥大シグナルを抑制して
いるかについては図 1 にまとめておく。 
 
 
 
 
 
 
 遺伝子ドーピングでは、遺伝子操作や遺伝
子治療で用いられている手法を応用して、タ
ーゲットとするタンパク質の発現量を操作
するが、アスリートのドーピングは「後天的
に必要な部分だけ、必要な期間筋力をアップ
したい」という希望に添うものを想定し、先
天的に筋量を増やすノックアウトではなく、
ノックダウン法を採用した。この方法を使い、
数週間、前脛骨筋におけるミオスタチン遺伝
子の発現を抑え、タンパク量を減少させる操
作をマウスに施した（図 2）。 
 
 
 
 さらに、実際にアスリートの検体から遺伝
子ドーピングを検出することを想定し、血液
と筋サンプルから導入したプラスミドの
RealTime PCR 法による増幅を試みた。 
 
 
 
 
 
図 1：運動性筋肥大カスケードに関わるミオスタチンの
役割。筋肥大には抑制的に働いていることが判る。
Schiaffino S et al. FEBS J. 2013 Mar 21. doi: 
10.1111/febs.12253. 
図 2：shRNAによる RNA干渉。プラスミドによって組織
内に導入された shRNAはターゲットの mRNAを破壊し、
遺伝子発現レベルを低下させる。今回の実験ではミオ
スタチン mRNAがターゲットである。 
  
４．研究成果 
 まず遺伝子ドーピングモデル実験系の確
立について。3 種類作成したミオスタチンの
ノックダウンベクターのコンストラクトの
うち、まずマウス骨格筋由来培養細胞 C2C12
を用いて、その有効性を観察した（データ不
提示）。コントロール（U6 と標記）に比べ、
有効性が認められた 2種類のコンストラクト
（それぞれ K2、K3 と標記）をマウスの前脛
骨筋に注射し、電気的刺激を加え、形質転換
を試みた。結果、ミオスタチン mRNA およ
びミオスタチンタンパク質量が減少するの
に伴って（図 3）、前脛骨筋量が 27.9%程度増
加し、人為的にレジスタンストレーニングな
しに骨格筋を肥大させることに成功し、モデ
ル実験系を確立した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 さらにこのモデル実験系を使って、プラス
ミドに組み込まれているドーピング遺伝子
を導入した組織と血液から検出を試みた。そ
の結果、血液からの検出は導入直後でも困難
であったものの、導入後１ヶ月以内であれば、
導入した組織（前脛骨筋とその極近傍の骨格
筋）から直接検出できることを示した（図 5）。 
 
 
 
 今後はこのモデル実験系を使って、ドーピ
ング遺伝子の直接検出ではなく、遺伝子のド
ーピングにより攪乱された生体の代謝に注
目して、間接的に遺伝子ドーピングの検出が
血液サンプルからも可能かどうかを検討し
たい。 
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